遗传性血小板功能障碍性疾病（IPFD）是一组异质性疾病，根据发病机制不同，IPFD主要包括血小板表面糖蛋白异常、血小板内颗粒异常、血小板信号转导及分泌功能异常及血小板促凝活性异常等[@b1]--[@b3]，其中信号转导异常最常见，但由于认识不足及技术受限，大多数信号转导异常导致的出血性疾病难以作出临床诊断。本研究报道1个临床表现符合变异型遗传性血小板无力症的遗传性血小板功能障碍家系，并对其分子发病机制进行探索。发现其分子发病机制为RASGRP2基因发生剪接位点的突变，而RASGRP2通过激活Rap1在血小板激活过程中发挥关键作用[@b4]--[@b5]。目前国际上关于RASGRP2基因突变导致的血小板功能障碍性出血报道较少，国内尚无相关报道，本研究在国内首次报道RASGRP2基因突变导致血小板功能障碍性出血，也是在国际上首次报道该突变类型。

病例资料 {#s1}
========

一、临床表现及家系资料

先证者，男，9岁，来自云南省，苗族，自3岁开始反复发生皮肤瘀点瘀斑及双侧鼻出血，每次鼻出血时间长达数小时，余无其他部位明显出血史。先证者父母非近亲婚配，且均无出血症状。先证者父亲的2个姐姐及1个哥哥有与先证者相似出血症状，分别于1、2、4岁死亡。家系其他成员无异常出血史（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。先证者及其父母血小板计数、血块收缩试验正常，凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ、Ⅺ、Ⅻ活性及血管性血友病因子（VWF）、纤维蛋白原含量均正常。由于长期反复出血，先证者就诊时存在中度贫血（HGB 64 g/L），铁蛋白6.83 ng/ml（参考范围23.00\~336.00 ng/ml）。先证者血小板大小、形态正常，散在分布，无成簇现象。先证者血小板对不同生理性诱聚剂聚集反应均低下甚至缺如（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），其父母血小板聚集功能基本正常。

![遗传性血小板功能障碍家系系谱图](cjh-39-10-807-g001){#figure1}

![先证者（A）及正常对照（B）血小板聚集曲线\
ADP：10 µmol/L二磷酸腺苷；EPI：5 µmol/L肾上腺素；AA：150 mg/L花生四烯酸](cjh-39-10-807-g002){#figure2}

二、血小板整合素αⅡbβ3表达及基因突变情况

流式细胞术检测先证者及其父母血小板表面CD41（αⅡb）及CD61（β3）表达量基本正常（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。二代高通量测序亦未发现αⅡbβ3基因突变。

![流式细胞术检测先证者（A）及正常对照（B）血小板表面CD41（αⅡb）及CD61（β3）表达](cjh-39-10-807-g003){#figure3}

三、基因分析

1．高通量二代测序结果：应用二代高通量测序筛查遗传性疾病和与血小板功能疾病相关的近600种基因（海斯特医学检验公司），其中包括αⅡbβ3基因、PTGS1基因、TBXA2R基因、GPⅠb基因、Kindlin-3基因、P2RY12基因等，共发现以下8种基因变异（[表1](#t01){ref-type="table"}）。其中PPOX基因编码原卟啉原氧化酶，该基因突变可引起变异性血卟啉病（VP）[@b6]；RFXANK基因突变可导致MHC Ⅱ类分子缺乏，进而导致免疫缺陷[@b7]，但这2种基因变异在国际千人基因组中检出比例均超过1%，且该先证者均无相关症状，考虑为基因多态性。C7基因编码补体C7，其缺陷可导致萘瑟菌感染[@b8]；CTNS基因缺陷可导致溶酶体膜转运缺陷引起胱氨酸贮积症[@b9]；PRF1基因编码穿孔素蛋白前体，其缺陷可导致家族性噬血细胞综合征（FHL2）[@b10]，以上这几种疾病均为常染色体隐性遗传性疾病，编码基因杂合突变不致病，且本研究中先证者亦无以上疾病的临床表现。RPL32为核糖体蛋白编码基因，该基因突变可导致先天性纯红细胞再生障碍性贫血[@b11]；VHL基因为抑癌基因，该基因异常可导致VHL综合征[@b12]，是一种家族性肿瘤综合征，以上2种疾病为常染色体显性遗传，先证者无相关疾病表现，且以上疾病临床表现中亦无出血症状。

###### 二代测序结果

   染色体   突变前碱基   突变后碱基  基因      突变类型        基因组中频率   类型
  -------- ------------ ------------ --------- -------------- -------------- ------
     11         C            G       RASGRP2   剪接突变            N\*        纯合
     5          G            T       C7        非同义点突变        N\*        杂合
     17         A            T       CTNS      非同义点突变        N\*        杂合
     1          G            A       PPOX      非同义点突变        0.05       纯合
     10         G            A       PRF1      非同义点突变        N\*        杂合
     19         C            G       RFXANK    非同义点突变        0.05       纯合
     3          C            T       RPL32     非同义点突变       0.0009      杂合
     3          G            A       VHL       非同义点突变        N\*        杂合

注：\*国际千人基因组中未检出

由此，上述基因突变并非该血小板功能障碍的致病原因，而RASGRP2蛋白在血小板激活中起关键作用，且我们发现的RASGRP2 IVS3-1C\>G位于剪接受体位点，通过剪接预测软件human splicing finder进行剪接预测分析，结果显示野生型剪接受体位点被破坏，该突变很有可能导致mRNA的剪接异常。因此考虑该家系致病基因可能为RASGRP2基因突变。

2．RASGRP2基因Sanger测序结果：PCR扩增突变位点所在区域DNA片段后行一代Sanger测序再次验证先证者RASGRP2基因突变，并验证先证者父母该位点基因突变情况。NCBI中查询RASGRP2基因2号内含子及3号外显子之间的碱基序列为GGAGTCATGTGACTCC，而测序结果显示先证者存在RASGRP2基因IVS3-1C\>G纯合突变，其父母分别为该位点的杂合突变（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![先证者及其父母RASGRP2基因Sanger测序图\
A：野生型；B：先证者；C：先证者父母](cjh-39-10-807-g004){#figure4}

3．外周血RASGRP2转录本测序结果：扩增先证者、先证者父母、正常人外显子2-外显子5 cDNA片段，PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果如[图5](#figure5){ref-type="fig"}所示，目的条带处先证者、先证者父母、正常对照均为两条带。NCBI中记录RASGRP2基因存在4种转录本，即2、3、4、5号转录本，在我们扩增区域2、3、4号转录本序列相同，而5号转录本比2、3、4号转录本在3号外显子序列中少80 bp。测序结果经过与RASGRP2不同转录本对照分析，发现先证者扩增区未检测出正常的2、3、4号转录本对应序列，扩增区存在2种类型转录本片段：3号外显子缺失80 bp（5号转录本）、3号外显子前面插入7 bp的内含子序列。而先证者父亲、母亲及对照扩增区均以正常2、3、4号转录本片段序列为主。

![先证者、先证者父母、正常对照转录本片段PCR电泳图\
1：Marker；2：父亲；3：先证者；4：母亲；5、6：对照](cjh-39-10-807-g005){#figure5}

讨论 {#s2}
====

遗传性血小板无力症（Glanzmann\'s thrombasthenia, GT）是发病率最高的IPFD，其中Ⅰ、Ⅱ型为血小板表面整合素αⅡbβ3数量减少，Ⅲ型为αⅡbβ3功能异常，又称变异型[@b3]。根据先证者临床特点分析，考虑该先证者符合血小板无力症，血小板无力症致病原因为整合素αⅡbβ3基因纯合突变或双重杂合突变，但二代测序结果显示先证者αⅡbβ3基因无突变。

血小板表面整合素αⅡbβ3通过一系列信号通路激活后参与血小板聚集，该先证者可能原因为αⅡbβ3上游信号分子的异常而导致αⅡbβ3激活异常，进而血小板聚集功能障碍。RASGRP2蛋白在血小板激活中起关键作用，因此我们将致病基因锁定于RASGRP2基因IVS3-1C\>G上，该突变为2号内含子剪接受体位点的纯合突变，目前尚无该突变类型的相关报道。

在剪接位置的核苷酸信号指引着剪接的精确位置，当内含子发生突变会造成错误的剪接，剪接突变常导致编码蛋白的异常[@b13]--[@b14]。我们发现的RASGRP2 IVS3-1C\>G位于剪接受体位点，通过剪接预测软件human splicing finder进行剪接预测分析,结果显示野生型剪接受体位点被破坏，因此该突变很有可能导致mRNA的剪接异常。

RASGRP2基因在NCBI中记录有4种转录本，2、3、4号转录本在突变位点附近序列相同，而5号转录本在此位置与2、3、4号转录本相比，在3号外显子序列中少80 bp。2、3、4号转录本对应RASGRP2蛋白亚型a，5号转录本对应蛋白亚型b。我们设计这几种转录本的公共引物扩增2号外显子和5号外显子之间片段并进行测序，测序结果显示先证者该片段存在2种转录本序列，分别为3号外显子缺失80 bp外显子及3号外显子前保留7 bp内含子，而未检测出正常的2、3、4号转录本片段。正常对照及其父母中均以正常2、3、4号转录本的序列为主。

在2、3、4号转录本中，插入7 bp的内含子序列后，从起始密码子ATG开始翻译到27个氨基酸时，TGA终止密码子使翻译提前终止进而形成截短蛋白；缺失80 bp序列后至第81个氨基酸时，翻译也提前终止形成截短蛋白。显然这两种截短蛋白都不能发挥RASGRP2蛋白正常功能。

5号转录本可编码RASGRP2蛋白亚型b，该亚型与亚型a的区别在于亚型b缺少REM功能域。由于该蛋白亚型近期才被模拟出来，尚无针对其功能的相关文献报道。但针对RASGRP2蛋白a亚型的研究发现，该蛋白包括REM、CDC25、EF臂、C1端4个功能域，RASGRP2蛋白需定位于胞膜后才能发挥激活Rap1功能，而招募到胞膜这一过程是通过REM结构域与细胞骨架蛋白F-actin相互作用实现的[@b15]--[@b16]。因此，我们认为患儿体内仅有的RASGRP2蛋白b亚型不能单独行使激活Rap1的功能。

血小板黏附、聚集、释放是经过一系列信号转导来实现的，RASGRP2主要通过激活Rap1参与血小板由内向外信号转导进而激活αⅡbβ3发挥作用[@b17]。体外及体内试验均证实，敲除RASGRP2的小鼠血小板不能促使血流状态下胶原表面血栓的形成[@b5],[@b18]。因此RASGRP2蛋白缺失可导致先证者在血管受损时血小板功能障碍而无法正常止血。

目前，RASGRP2基因突变导致的遗传性血小板功能障碍性出血的报道较少，Canault等[@b19]于2014年首次报道RASGRP2基因G742T突变单独导致一个家系3个同胞的遗传性出血性疾病的发生。到目前为止，共报道了16种致病RASGRP2基因突变[@b20]--[@b23]，以纯合突变为主，也包括双重杂合突变。这些突变均位于外显子，分别影响RASGRP2蛋白的表达及相关功能域的功能，但突变类型与先证者出血严重程度关系似乎不大。目前尚无内含子位置基因突变的相关报道。

综上所述，通过表型检测、基因诊断、mRNA测序，我们对一个遗传性血小板功能障碍家系进行了研究，初步阐明了RASGRP2 IVS3-1C\>G突变导致mRNA异常转录，形成异常转录本。此异常的mRNA由于带有提前终止密码子形成截短蛋白，无法发挥正常RASGRP2功能进而导致血小板功能障碍。经过检索，该家系为国内首次报道RASGRP2突变导致遗传性血小板功能障碍，且RASGRP2基因IVS3-1C\>G突变类型为国际首次报道。
